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pour les cellules a temperatures ambiante. Le DMSO permeabilise les membranes entrainant 
la mort de la cellule. II doit done etre elimine avant que Ton puisse reimplanter les cellules 
s'il s'agit d'une autogreffe de ceUules modifiees ou les implanter s'il s'agit d'une heterogreffe 
par exemple de cellules de moeUe osseuse ou encore effectuer la transfusion s'il s'agit de 
5 cellules sanguines. L'elimination du DMSO se fait, apres decongelation. generalement par 
dilution de 1'echantillon dans dix volumes de milieu sans DMSO. puis centrifugation et 
elimination du surnageant. Cette operation est repetee plusieurs fois. jusqu'a eurnination de 
la quasi totalite du DMSO. Ce traitement occasionne une perte de temps et. en multipliant 
les manipulations, augmente les risques de contaminations par des agents pathogenes 
1 0 exterieurs et de pertes dudit materiel biologique. 

En presence de DMSO le pourcentage de cellules viables apres decongelation est 
superieur a soixante dix pour cent dans les conditions optimales de 
congelation/decongelation telles que definies plus loin. Sans DMSO ce pourcentage est 
inferieur a vingt pour cent. Jusqu'a present la congelation en presence de DMSO etait la 
methode la plus efficace done la plus employee. 

La demanderesse s'est interessee a un nouveau type de milieu qui permet d'eviter 
les manipulations subsequentes a la decongelation tout en gardant un pourcentage de 
cellules viables eleve. Pour cela la demanderesse a mis au point un milieu de congelation/ 
conservation qui permet d'obtenir une viabilite elevee a la decongelation sans utiliser de 
DMSO ou un autre cryoconservateur cytotoxique. L'avantage d'un tel milieu vient de ce que 
la solution est injectable tout de suite apres la decongelation sans qu'aucune manipulation ne 
soit necessaire. II devient alors possible de proceder a la decongelation directement dans la 
salle d'operation ce qui reduit le temps eritre la decongelation et l'utilisation, ceci permet 
aussi de rester constamment en milieu sterile et done de reduire au minimum les risque de 
contaminationsexterieures. 

Un premier objet de I'invention conceme un milieu pour la conservation et/ou la 
congelation de materiel biologique comprenant une solution saline, de la gelatine fluide 
modifiee et de la serum albumine humaine (HSA). 
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Comme indique ci-avant, ce milieu est depourvu de tout agent toxique et peut etre 
administre directement a un organisme. II peut etre utilise pour la conservation, 
evemuellumem sous forme congelee, de materiels biologiques divers tels que vims, cellules, 
plaquenes, etc. 

Le premier element entrant dans la composition du milieu selon Invention est la 
solution saline. La solution saline est plus particulierernent une solution isotonique avec le 
plasma. Les sels entrant dans la composition de cette solution peuvent varier. 
Avama S eusement elle comprend des chlorures. tels que du chlorure de sodium, du chlorure 
de potassium, du chlorure de calcium et/ou du chlorure de magnesium, et des lactates, tels 
que par exemple du lactate de sodium. Plus particulierernent, la solution saline Sonique 
comprend generalement du chlorure de sodium, du chlorure de potassium, du chlorure de 
magnesium et du lactate de sodium. Selon une autre variante, le chlorure de magnesium est 
remplace par du chlorure de calcium. Dans ce cas les concentrations en sels de la solution 
saline son. equivalentes ou quasi equivalentes a celles d'une solution "Ringer-lactate". Une 
telle solution est habituellement utilisee en perfusion pour compenser une deshydratation ou 
une pene de liquide physiologique par exemple. 

Selon un mode particulier de realisation de Invention, la solution saline est 
compos* essendellement de NaCl. MgCl2, KC1 et Lactate dont les concentrations 
respective* finales dans le milieu sont donnees dans le tableau 1 ci-dessous. 
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Tableau 1 



Sel 


C* An r^n tra rin n 

mini male (g/I) 


v^oncencrauon 
maximale (g/I) 


Exemple particulier 


NaCl 


2.0 


9 


5.7 


MgC12 


0.05 


0.2 


0.093 


KC1 


0.05 


0.5 


0.247 


Lactate 


0.5 


4 


2.25 





La gelatine est le second element entrant dans la composition du milieu selon 
l'invention. II s'agit d'une proteine composee de divers aminoacides relies par les groupes 
amino et carbonyle voisins. de maniere a donner la liaison peptidique classique. Le poids 
moleculaire de la gelatine est caracteristique et eleve (les valeurs du poids moleculaire 
moyen varient d'environ 10.000 a 100.000) et il est sensiblement heterogene pour un type 
ou une qualite de gelatine donnes. La gelatine est composee de molecules de types 
asymetrique ou en batonnet, resultant de rhydrolyse des chaines longues des residus de 
polypeptide dans le tissu conjonctif blanc. L'experience a montre que Thydrolyse primaire 
du collagene a lieu a intervalles sur des sites reactifs de ces chaines pour produire une 
molecule ideale de gelatine apparentee non degradee. Ceci se poursuit a un degre variable 
dans une hydrolyse secondaire a intervalles statistiques sur les liaisons moins reactives de la 
molecule ideale de gelatine. Ceci explique comment la reaction de degradation est 
responsable du schema moleculaire heterogene aleatoire d'un echantillon particuhu de 
gelatine. De meme. chaque proteine constituant la gelatine a un point isoelectrique defini 
auquel Tionisation et. par consequent, la reactivite physique et chimique, est minimale. Ces 
proprietes sont notamment la solubilite, la viscosite et la pression osmotique colloidale. 
L'asymetrie de la molecule de gelatine donne done, avec le schema moleculaire heterogene, 
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les proprietes intrinseques de formation de gel et viscosite aux solutions de gelatine 
preparees pour le milieu selon Tinvention. 

La gelatine proprement dite (sterilisee et debarrassee de substances pyrogenes et 
antigenes) a deja ete utilisee comme produit de remplacement du plasma sanguin, rnais elle a 
souleve certains problemes, en particulier pour sa conservation, car elle se gelifie a la 
temperature ambiante. Ceci a conduit a d'autres composes derives de la gelatine, 
generalement designes sous le terme gelatine fluide modifiee, qui permettent de pallier 
notamment ces inconvenients. 

Parmi les gelatines fluides modifiees, on peut citer par exemple I'oxypolygelatine, 
obtenue par polymerisation de la gelatine avec le glyoxal et oxydation par H 2 0 2 . D'autres 
gelatines fluides modifiees sont obtenues par reaction de la gelatine (ayant de preference une 
gamme de poids moleculaire d'environ 15.000 a 36.000) avec Tanhydride succinique, 
citraconique, itaconique, aconitique ou maleique ou le chlorure de succinyle ou de fumaryle, 
comme decrit dans le brevet fran?ais n° 1 291 502. Tous ces derives de gelatine sont 
compatibles avec une utilisation pharmaceutique et peuvent etre introduits dans le courant 
sanguin directement en solution saline isotonique. Des gelatines fluides modifiees ont 
egalement ete decrites dans les brevets US 2,525,753, US 2,827,419, US 3,108,995. 

Plus generalement, les gelatines fluides modifiees selon V invention sont constituees 
de produits d'hydrolyse du collagene modifies chimiquement, compatibles avec une 
utilisation pharmaceutique. II s'agit preferentiellement de produits ayant un poids 
moleculaire moyen compris entre 10 kD et 100 kD, et encore plus preferentiellement entre 
15 kD et 40 kD. lis sont preferentiellement modifies par reaction avec un anhydride, de 
maniere a obtenir un produit final ayant une fluidite adaptee a Tusage recherche, selon les 
enseignements par exemple du brevet FR 1,291,502. II s'agit preferentiellement de 
Tanhydride succinique, citraconique, itaconique, aconitique ou maleique. Une gelatine fluide 
modifiee particulierement avantageuse est constituee du produit d'hydrolyse du collagene 
ayant un poids moleculaire moyen compris entre 15 kD et 40 kD, modifie par reaction avec 
Tanhydride succinique. Les gelatines fluides modifiees selon r invent ion peuvent etre 
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preparees par les techniques de rhomme de ran, notamment decrites dans les brevets cites 
ci-avant. 

Le troisieme element entrant dans la composition du milieu selon Tinvention est la 
serum albumine humaine. La serum-album ine humaine (SAH) est une proteine 
5 monomerique non glycosylee de 585 acides amines, dun poids moleculaire de 66 KD. Sa 
structure globulaire est maintenue par 17 ponts disulfures qui creent une serie sequentielle 
de 9 boucles doubles (Brown, J.R., "Albumin Structure, Function and Uses", Rosenoer, 
V.M. et al. (eds.) Pergamon Press, Oxford, (1977) 27-51). Les genes codant pour la SAH 
sont connus pour etre hautement polymoiphes, et plus de 30 variants genetiques 
10 apparemment differents ont ete reperes par analyse electrophoretique dans des conditions 
variees (Weitkamp, LR. et al., Ann. Hum. Genet. 27 (1973) 219-226). Le gene de la SAH 
est coupe en 15 exons par 14 sequences introniques et comprend 16 961 nucleotides, du 
site de "capping" suppose jusquau premier site d'addition de poly (A). 

L'albumine humaine est synthetisee dans les hepatocytes du foie, puis secretee dans 
15 le flux sanguin. Cette synthese conduit dans un premier temps a un precurseur, la prepro- 
SAH, qui contient une sequence signal de 18 acides amines dirigeant le polypeptide naissant 
dans la voie de secretion. 

La SAH est la proteine la plus abondante du sang, avec une concentration tfenviron 
40 g par litre de serum. II y a done environ 160 g d'albumine circulante dans le corps 

20 humain a tout moment. Le role le plus important de la SAH est de maintenir une osmolarite 
normale du flux sanguin. Elle presente egalement une capacite exceptionnelle de liaison 
pour diverges substances et joue un role aussi bien dans le transport endogene de molecules 
hydrophobes (tels que les steroides et les sels biliaires) que dans celui de differentes 
substances therapeutiques qui peuvent ainsi etre transportees a leurs sites d'action respectifs. 

25 De plus, la SAH a ete recemment impliquee dans le catabolisme des prostaglandins. 

La SAH utilisee dans le cadre de la presente invention peut etre soit d'origine 
naturelle (SAH purifiee) soit d origine recombinante (rSAH). 
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A cet egard, la SAH naturelle est generalement produite par purification a panir de 
materiel biologique d'origine humaine. En particulier, elle est obtenue par les techniques 
classiques de fractionnement du plasma pnovenant de dons de sang (Cohn et al., J. Am. 
Chem. Soc. £8 (1946) 459 pp), ou par extraction a partir du placenta humain, selon la 
5 technique decrite par J. Liautaud et al. (13eme Conges International d'lABS, Budapest; A: 
"Purification of proteins. Development of biological standard", Karger (ed.) f Bale, 27 
(1973) 107 pp). E>e preference Talbumine purifiee utilisee dans le cadre de la presente 
invention est une albumine plasmatique. Tout particulierement on peut utiliser une solution 
d'albumine plasmatique commerciale. 

10 Le developpement du genie genetique et des nouvelles techniques d'extraction et de 

purification a ouvert la possibilite d'obtenir, a un prix de revient plus faible, des produits 
ameliores de plus haute purete, de meilleure stabilite et sans risque de contamination virale 
(par exemple hepatite B et SIDA). Compte tenu de l'importance du marche de la SAH. la 
possibilite de produire cette proteine par voie recombinante a ete largement etudiee. Ainsi, 

15 de nombreux systemes d'expression ont ete etudies pour la preparation de la SAH 
recombinante. 

Plus particulierement, en ce qui concerne les hotes bacteriens, les premieres 
experiences de genie genetique ont utilise la bacterie E.coli comme organisme hote. Ainsi, 
les brevets europeens EP 236 210, EP 200 590, EP 198 745, ou EP 1 929 decrivent des 

20 procedes de production de la SAH chez E.coli en utilisant differents vecteurs d'expression, 
differents promoteurs transcriptionnels, et differents signaux de secretion. Par la suite, des 
travaux concernant la secretion de la SAH dans Bacillus subtilis ont egalement ete realises 
(Saunders et al., J. Bacterid. 169 (1987) 2917). En ce qui concerne les hotes eucaryotes, 
des procddes pour la production de la SAH ont ete mis au point en utilisant des levures 

25 comme organisme hote. Ainsi, la production de la SAH sous le controle du promoteur de la 
chelatine a pu etre mise en evidence dans S.cerevisiae (Etcheverry et al., Bio/Technology 4 
(1986) 726). La production de la SAH a egalement ete mentionnee dans la levure de 
brasserie lors de la fabrication de la biere, en utilisant un procede post-fermentaire (EP 201 
239). Plus recemment, la demande de brevet EP 361 991 decrit un systeme particulierement 

30 perform ant utilisant la levure Kluyveromyces comme organisme hote, transformee avec des 
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vecteurs derives du plasmide pKDl. Des niveaux particulierement eleves de SAH secretee 
dans le milieu de culture ont pu etre obtenus avec ce systeme. Enfin, la production de SAH 
recombinante a egalement ete decrite dans Pichia pastoris . (EP 344 459). En outre, la 
purification de la SAH a egalement fait Tobjet de nombreuses etudes (EP 319 067). 

On utilise avantageusement une SAH, recombinante ou naturelle, respectant certains 
criteres de qualite (homogeneite, purete, stabilite). Ainsi, la pharmacopee fixe un certain 
nombre de parametres pour les solutions d'albumine plasmatique, a savoir une valeur de pH, 
une teneur en proteines, une teneur en polymeres et agregats, une teneur en phosphatase 
alcaline et une certaine composition en proteines. Elle impose de plus une certaine 
absorbance, la confonmite a un test de sterilite, a un essai de pyrogenes et de toxicite (voir 
"Albumini humani solutio" pharmacopee Europeenne (1984) 255). II est particulierement 
prefere d'utiliser une albumine repondant a ces criteres, bien que cela ne soit pas 
indispensable. 

Avantageusement, les compositions selon V invention comprennent une albumine 
humaine plasmatique purifiee ou un albumine humaine recombinante, preferentiellement 
produite chez un hote eucaryote. En outre, le terme SAH comprend, au sens de r invention, 
tout variant naturel de r albumine humaine, resultant du polymorphisme de cette proteine. II 
est egalement possible d'utiliser un equivalent de la SAH, c'est-a-dire tout derive de la SAH 
conservant les proprietes de la SAH. Ces derives peuvent etre notamment des fragments 
N-terminaux de la SAH. 

Les milieux selon l'invention peuvent etre prepares de differentes fa?ons. Les 
differents composants peuvent etre melanges ensemble, puis le materiel biologique ajoute au 
melange. II est egalement possible de melanger un ou deux des composants au materiel 
biologique, puis d ajouter ensuite le ou les deux derniers composants. Preferentiellement, un 
25 milieu comprenant les trois composants est prepare, auquel est ensuite ajoute le materiel 
biologique. La preparation du milieu et Tajout de materiel biologique sont realises dans des 
conditions steriles. Selon un mode particulier de realisation, la gelatine fluide modifiee est 
ajoutee a une solution saline, puis la SAH est ajoutee au milieu. A cet egard, un mode 
prefere de mise en oeuvre consiste a utiliser un melange particulier ayant la rneme 
30 composition qu'un succedane de plasma sanguin, le Plasmion (brevet FR 2.042.381), auquel 
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la SAH est ensuite ajoutee. Le plasmion est une solution commercial compose dW 
solunon saline et de gelatine fluide modifiee. Sa composition est la suivante: 

- Gelatine fluide modifiee 30g/l 

- Chlorure de sodium 5.382 g/1 

- Chlorure de magnesium 0. 1 43 g/L 

- Chlorure de potassium 0.373 g/1 

- Lactate de sodium 3.360 g/1 

- Eau pour preparation injectable q.s.p. 1000 ml 

Le plasmion est usuellement utilise comme solute de remplissage vasculaire dans le 
retabhssemem du volume sanguin circulam, ou pour une hemodilution avec baisse de la 
v.scosne sanguine et une amelioration de la microcirculation, ou encore pour le 
retablissement de ISquilibre ionique et la prevention de Tacidose. Un objet prefere de la 
presente invention conceme un milieu permettant la conservation et/ou la congelation de 
materiel biologique dans leque. le plasmion tient lieu de melange de solution saline et de 
gelanne fluide modifiee. Un tel milieu comprend du plasmion et de ,a senim albumine 
huniaine. 



Les proportions respectives des composants des milieux selon Invention peuvent 
etre adaptees par 1'homme du metier en fonction du materiel biologique consider*. Comme 
ulustre dans les exemples. bien que certaines gammes de concentration soient preferees les 
proportions peuvent etre modifies. A cet egard, les fourchettes preferees de concentrations 
en sels ont ete presentees dans le tableau 1 ci-avant. Concernant la gelatine et la serum 
alburmne, elles varient preferentiellement dans un rapport de poids albumine/gelatine 
compris entre 0.5 et 100. Ce rapport est plus preferentiellement compris entre 0 5 et 60 et 
de maniere particulierement preferee, entre 3 et 15. A titre d'exemples particuliers. on peut 
mentionner des rapports de 0.74. 1.66. 3.3. 6.66. 13.4. 26.66 et 60. Ces different* rapports 
correspondent a des milieux selon IWention contenant de 10% a 90% en volume dime 
solut,on commerciale de plasmion et de 90% a 10% en volume d'une solution de serum 
alburmne humaine a 20%. Differentes compositions sont representees a titre il.uaratif dans 
le tableau 2 ci-apres. 
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Plasmion 
%v 


Gelatine 
Poids (g/1) 


SAH 209? 
%v 


» SAH 
Poids leA) 


*xappon empiric uc 
SAH/ Gelatine 


10 


3 


90 


180 


oO 


90 


27 


10 


20 


0.74 


80 


24 


20 


40 


1.66 


20 


6 


80 


160 


26.66 


50 


15 


50 


100 


6.66 


67 


20 


33 


66 


3.3 


33 


10 


67 


134 


13.4 



D'une maniere generate, le milieu selon Invention contient de 10 a 90% en volume 
de plasmion respectivement de solution de serum albumine humaine a 20%. Les modes de 
realisation particuliers sont des milieux comprenant entre 20 et 80% de plasmion 
respectivement de solution de serum albumine humaine a 20%, plus preferentiellement entre 
33 et 67% de plasmion respectivement de solution de serum albumine humaine a 20%. Un 
autre mode de realisation particulier de Tinvention consiste en un melange de plasmion et de 
solution de serum albumine humaine a 20% dans un rapport volume a volume de 50/50. 
Avantageusement, le rapport en poids SAH/gelatine est compris entre 2 et 7. Des resultats 
particulierement remarquables ont ete obtenus avec un rapport de 3 environ. 

Par ailleurs, des composants supplemental peuvent etre ajoutes aux milieux selon 
1'invention. En particulier. des agents de stabilite cellulaire biocompatibles peuvent etre 
introduits. tels que par exemple des composes de la famille du glycerol (glycine, glycerol. 
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Les adenovirus defectifs comprennent les ITR, une sequence permenant 
l'encapsidation et un acide nucleique d'interet. Dans le genome de ces adenovirus, la region 
El au moins est non fonctionnelle. Le gene viral considere peut etre rendu non fonctionnel 
par toute technique connue de rhomme du metier, et notamment par suppression totale, 
5 substitution, deletion partielle, ou addition d'une ou plusieurs bases dans le ou les genes 
consideres. De telles modifications peuvent etre obtenues in vitro (sur de l'ADN isole) ou 
in situ, par exemple, au moyens des techniques du genie genetique, ou encore par 
traitement au moyen d'agents mutagenes. D'autres regions peuvent egalement etre 
modifiees, et notamment la region E3 (WO95/02697), E2 (W094/28938). E4 
10 (W094/28152, W094/12649, WO95/02697) et L5 (WO95/02697). II peut egalement 
comprendre une deletion dans region El au niveau de laquelle sont inseres la region E4 et 
l'acide nucleique d'interet therapeutique (Cf FR94 13355). 

Les adenovirus recombinants defectifs peuvent etre prepares par toute technique 
connue de rhomme du metier (Levrero et al., Gene 101 (1991) 195. EP 185 573; Graham, 

15 EMBO J. 3 (1984) 2917). En particulier. ils peuvent etre prepares par recombinaison 
homologue entre un adenovirus et un plasmide portant entre autre la sequence d'ADN 
d'interet. La recombinaison homologue se produit apres co-transfection desdits adenovirus 
et plasmide dans une lignee cellulaire appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de 
preference (i) etre transformable par lesdits elements, et (ii). comporter les sequences 

20 capables de complementer la partie du genome de I'adenovirus defectif , de preference sous 
forme integree pour eviter les risques de recombinaison. 

Ensuite. les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon les 
techniques classiques de biologie moleculaire, generalement sur gradient de chlorure de 
cesium. 

25 Concemant les virus adeno-associes (AAV), il s'agit de virus a ADN de taille 

relativement reduite. qui s'integrent dans le genome des cellules qu'ils infectent. de 
maniere stable et site-specifique. Ils sont capables d'infecter un large spectre de cellules, 
sans induire d'effet sur la croissance. la morphologie ou la differenciation cellulaires. Par 
ailleurs, ils ne semblent pas impliques dans des pathologies chez 1'homme. Le genome des 
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AAV a ete clone, sequence et caracterise. U comprend environ 4700 bases, et contient a 
chaque extremite une region repetee inversee (ITR) de 145 bases environ, servant d'origine 
de replication pour le virus. Le reste du genome est divise en 2 regions essentielles portant 
les fonctions d'encapsidation : la partie gauche du genome, qui contient le gene rep 
5 implique dans la replication virale et Texpression des genes viraux; la partie droite du 
genome, qui contient le gene cap codant pour les proteines de capside du virus. 

L'utilisation de vecteurs derives des AAV pour le transfert de genes in vitro et in 
vivo a ete decrite dans la litterature (voir notamment WO 91/18088; WO 93/09239; US 
4,797.368, US5,139,941, EP 488 528). Ces demandes decrivent differentes constructions 

10 derivees des AAV, dans lesquelles les genes rep et/ou cap sont deletes et remplaces par un 
gene d'interet, et leur utilisation pour transferer in vitro (sur cellules en culture) ou in vivo 
(directement dans un organisme) ledit gene d'interet. Les AAV recombinants defectifs 
peuvent etre prepares par co-transfection, dans une lignee cellulaire infectee par un virus 
auxiliaire humain (par exemple un adenovirus), d'un plasmide contenant une sequence 

15 nucleique d'interet bordee de deux regions repetees inversees (ITR) d'AAV, et d'un 
plasmide portant les genes d'encapsidation (genes rep et cap) d'AAV. Une lignee cellulaire 
utilisable est par exemple la lignee 293. Les AAV recombinants produits sont ensuite 
purifies par des techniques classiques. 

Concernant les virus de 1'herpes et les retrovirus, la construction de vecteurs 
20 recombinants a ete largement decrite dans la litterature : voir notamment Breakfield et al. ( 
New Biologist 3 (1991) 203; EP 453242, EP178220, Bernstein et al. Genet. Eng, 7 (1985) 
235; McCormick, BioTechnology 3 (1985) 689, etc. En particulier, les retrovirus sont des 
virus integratifs, infectant selectivement les cellules en division. lis constituent done des 
vecteurs d'interet pour des applications cancer. Le genome des retrovirus comprend 
25 essentiellement deux LTR f une sequence d'encapsidation et trois regions codantes (gag, pol 
et env). Dans les vecteurs recombinants derives des retrovirus, les genes gag, pol et env 
sont generalement deletes, en tout ou en partie, et remplaces par une sequence d'acide 
nucleique heterologue d'interet. Ces vecteurs peuvent etre realises a partir de differents 
types de retrovirus tels que notamment le MoMuLV ("murine moloney leukemia virus"; 
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encore designe MoMLV), le MSV ("murine moloney sarcoma virus"), Ie HaSV ("harvey 
sarcoma virus"); le SNV ("spleen necrosis vims"); le RSV ("rous sarcoma virus") ou 
encore le virus de Friend. 

Pour construire des retrovirus recombinants defectifs comportant un acide 
nucleique d'interet therapeutique, un plasmide comportant notamment les LTR, la 
sequence d'encapsidation et ledit acide nucleique est construit, puis utilise pour transferer 
une lignee cellulaire dite d'encapsidation, capable d'apporter en trans les fonctions 
retrovirales deficientes dans le plasmide. Generalement, les lignees d'encapsidation sont 
done capables d'exprimer les genes gag, pol et env (Cf ci-dessous). 



Us particules virales, generalement recombinantes (contenant un acide nucleique 
d'interet) et defectives (incapables de replication autonome) peuvent etre conservees dans 
un milieu selon l'invention. Generalement, les particulies virales (adeno. AAV, retro, etc) 
sont utilisees sous forme purifiee. puis conditionnee dans un milieu selon l'invention en 
vue de leur conservation, preferentiellement sous forme congelee. Generalement, 10 4 a 10" 
15 particules virales peuvent etre conditionnees pour 1 ml de milieu selon l'invention. dans un 
containeur sterile. Preferentiellement, on utilise 10 s a 10'° particules virales par ml de 
milieu et. encore plus prefeentiellement, 10 s ou 10*. 

Les lignee cellulaires dites lignees d'encaspsidation (ou de packaging) dont il a deja 
ete question ci-dessus sont des lignees cellulaires utilisees pour la production de virus 
recombinant defectifs, in vitro ou in vivo (apres implantation). On peut citer a titre 
d'exemple de lignee pour la production d'adenovirus, la lignee de rein embryonnaire 
humain 293 (Graham et al.. J. Gen. Virol. 36 (1977) 59) qui contient notamment, integree 
dans son genome, la partie gauche du genome d'un adenovirus Ad5 (12 %) ou des lignees 
capables de complementer les fonctions El et E4 telles que decrites notamment dans les 
25 demandes n° WO 94/26914 et WO95/02697. On peut egalement citer des lignees 
d'encapsidation qui ont ete decrites pour la production de retrovirus ou d'herpes virus, et 
notamment la lignee PA317 (US4.861.719); la lignee PsiCRIP (WO90/02806) et la lignee 
GP+envAm-12 (WO89/07150) ou des lignees derivees productrices de retrovirus 
recombinants, telles que la lignee Mil (W094/13824). Comme illustre dans les exemples, 
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le milieu de Invention est particulierement adapte a la conservation de cellules 
productrices de panicules virales. 

U„ auTe ty pe de ^ biologize qui ^ etis conserve avanugeusemem dans 
un nubeu selon I-*™*, «, consume de «iW genetiquen™ modifier ^ reUute 
= genetiquemen, modifiees son, des clinks, , „ ^ 

lesqueltesune sequence .Tacide nuCeique d'imere, , e,e infrodui*. Depuis quelques annees 
.« »!. de ces cellules .a oesse de croi,re e, on peu, ci ,er a titie dimples les cellules 
souches hena,opoie,r,ues (WO8OT8450, WO93/20195. WO93/09815. WO93/11230) tes 
cellules endolheliales (W089/Q5345, WO90706757 WO92/n0>™ , 

>0 (W093W768, W093/24K. V/094/0,129 T ^ 

VHiDi, wuy4/01129), les fibrobiastes (US 5 219 740 

WO89/02468. WO93/07906, les nepa.ocy.es wo89/v7m m ^ 

WO93/031.2), ta astrocyte (WO94/0H33, les neuroblast (WO94/1029 2 ' 
W094/ 1M 59,, ,es keratinocyKs (w094/n()11) , , K ^ 
cellules posseden, gene^en, la capacfte de p^ uirc «, p^, ^ q 
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lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL) et les LAK i« » 

u iw et les LAK. les monocytes et les macrophages, les 

«re mod.ftees genetiquemen, pour acq„eri r de nouve „ K 

U milieu selon rinvention peut en outre etre utilise pour la observation de cuaures 
d. cellules, e, de ce,,ules .umo.les ou biopsies de .umeu*. Ce „pe de maieHe, 
« ac^ellemen, en cours „•** dans des essais cliniques de ti.e.nie Adoptive etas 
lesquels m « es, p re ,evee „■„ patien, .ai.ee par differs , 8enls 
.rnrnun„po,e„tia,eurs ^reduction de materiel genetique expriman, des lyrnpIlokines ou ^ 
^genes , umora ux) puis readntiniarfe au patien,. L'une des e,apes delica,es reside dans la 
conservation des ceWes prelevees du patien, ou modify a van. refusion. u de 

lmve„„on perme, avamageusercen, une bonne conservation de ces ma,erie,s avec une 

viabilite elevee. 
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Un milieu selon l'invention pennet la congelation et la decongelation de materiel 
biologique dans des conditions de viabilite elevee. Les milieux selon l'invention peuvent en 
particulier permettre la congelation de materiel biologique a des temperatures comprises 
entre -200 et -4 degres Celsius. Le materiel peut etre conserve notamment dans T azote 
liquide ou a des temperatures superieures, pendant une duree suffisamment longue pour 
assurer la conservation d'un stock industriel (jusqu'a une annee par exemple). Le 
pourcentage de cellules viables apres decongelation se definit comme le nombre de cellules 
vivantes divise par le nombre de cellules total multiplie par cent. Ce pourcentage de viabilite 
dans un milieu selon l'invention est avantageusement superieur a 50%. Preferentiellement ce 
pourcentage est superieur a 60%. D'une maniere tout a fait preferentielle, ce pourcentage 
est superieur a 70%. 

D'autres avantages de la presente invention apparaitront a la lecture des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

MATERIEL ET METHODES 

Test de Viabilite Cellulaire 

La viabilite des cellules a ete determinee par la technique au bleu Trypan. Le 
bleu trypan est un colorant qui penetre uniquement dans les cellules mortes. Lorsqu'on 
observe le quadrillage tres regulier d ! une cellule de Malassez ou d'une Kova slide, les 
cellules qui se trouvent dans les petits carres de I'ensemble du quadrillage sont 
comprises dans un volume tres precis : Ifil. Ce sont ces cellules que Ton compte, en 
respectant les regies suivantes : 

- Les cellules qui se trouvent sur les limites exterieures du quadrillage ne sont 
comptees que si elles sont sur les bords superieur et gauche (vert), ou inferieur et droit 
(rouge); 

- Pour que le comptage soit signif icatif compter deux chambres de comptage et 
faire la moyenne. 

Le nombre de cellules mones correspond au nombre de cellules bleues. Le 
nombre de cellules viables correspond nombre au de cellules blanches refringentes. La 
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viabilitee est exprimeee par le rapport du nombre de cellules viables sur le nombre de 
cellules viables plus le nombre de cellules mortes. 

II est entendu que d'autres techniques de comptage ou determination de la viabilite 
cellulaire peuvent etre utilisees. 

Cellules utilisees 

Les cellules utilisees dans les exernples sont des fibroblastes genetiquement modifies, 
capables de produire des particules vi rales. II s'agit plus precisement de la lignee cellulaire 
Ml 1 deposee a la Collection Nationale de Culture de Microorganismes, sous la reference I- 
1278. Cette lignee derive des cellules PsiCRIP. 

Des cellules equivalentes sont par exemple les cellules de la lignee Am 12 
(WO89/07150).Il est entendu que le procede decrit est transposable directement a d'autres 
cellules, notamment d'origine humaine, qu'il s'agisse de cultures primaires ou de lignees 
etablies. 

Albumine 

L'albumine utilisee dans le cadre des exernples est commercialisee par la societe 
Armour sous la reference Albumin A ou Albumine 20% plasmatique humaine. II est entendu 
que toute autre source d 1 albumine peut etre employee. 

Plasmion 

Le plasmion est d'origine commerciale (Roger Bellon, France). 
EXEMPLES: 

Exemole 1 : Protocole de congelation du m ateriel biologique. 

Pour la congelation de cellules, il est preferable d'utiliser des cellules 
subconfluentes en phase exponentielle de croissance. Par ailleurs, pour ameliorer la 
survie du materiel biologique, la repartition et la congelation en cryotubes de la 
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*"c. puis places dans une enceinte a -80°c pendant au moins 12H, de preference 24H 24H 
au moins apres congelation, les ampoules som sorties des contamers a al cool e« stockees 
dans un container a azote liquide. 



A.Produits..tj|j^ c 

Bleu Trypan, 

- Tampon Phosphate (PBS) sterile, pH 7.2, 
} - Ethanol 70%, 

Milieu de culture 

- Serum de Veau Fetal (SFV) 

- Pot d'eau sterile a 37° +/- 0.5°C(50 a 200 ml) 

B. Protocol 
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La decongelation est avantageusement realisee en conditions sterile, par 
exemple sous une hotte. 

Dans un tube sterile de 50ml, preparer un volume de milieu de culture a 20 % 
de SVF correspondant au 9/10 du volume du lot (de l'ampoule) a decongeler (milieu 
de decongelation). Ainsi. 7 ml de milieu de culture plus 2 ml de SVF sont prepares 
dans le cas d" une ampoule de 1 ml . 

L'ampoule a decongeler est plongee dans le pot d'eau sterile a 37 degres 
Celsius environ, sans I'immerger, sous agitation douce jusqu'a disparition du glacon 
Essuyer rapidement l'ampoule a 1'ethanol 70%. Pipeter i e contenu de I'ampoule et le 
transferer dans le tube contenant le milieu de decongelation puis, sans changer de 
ppette, reaspirer un volume identique et rincer une fois I'ampoule. Homogeneiser 
doucement la suspension et prelever 1 ml dans un tube sterile pour comptage. En 
fonction du resultat de comptage. Ia suspension cellulaire est transferee dans un flacon 
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de culture en diluant avec la quantite de milieu de decongelation necessaire pour 
obtenir une concentration cellulate initiale comprise entre 2.0 et 3.0 10 5 cellules 
viables par millilitre de culture. 

Pour permettre de suivre dans le temps la viabilite cellulaire apres 
5 decongelation, le flacon de culture est alors place dans l'incubateur a C02 a 37°C+/- 
0.5 ; ou dans le cas de milieu tampone HEPES dans une chambre chaude a 37°C+/- 
0.5. 

Dans le cas d' applications therapeutiques, seul un aliquot du contenu de 
Tampoule est utilise pour le test de viabilite cellulaire et de sterilite. En cas de 
10 conformity le contenu de V ampoule decongelee peut etre alors directemem injecte. 

Exemple 3 : Etude du pourcentage de viabilite apres congelation et decongelation de 
cellules productrices de retrovirus dans differents milieux selon Tinvention, 

Les cellules utilisees dans cet exemple sont les cellules de la lignee Mil 

15 productrices de retrovirus recombinants. Les cellules sont utilisees en' phase exponentielle 
de croissance. Les cellules ont ete congelees selon le protocole general decrit dans 
Texemple 1. Pour cela, les cellules ont ete decollees de la boite avec du milieu de 
dissociation (PBS IX; EDTA 0.02%) : 3ml pour une boite T75; 5 ml pour une boite T160 
ou T225. Les cellules sont incubees 5 min dans ce milieu sous agitation douce, puis 

20 recuperees dans un tube Falcon. Un aliquot est utilise pour compter les cellules. La 
suspension est ensuite centrifugee 5 min a 1000 rpm a 20 °C. Les cellules sont alors 
reparties dans des ampoules de congelation contenant 1 ml de milieu selon 1' invention, a 
raison de 10 7 cellules par ml. Les differents milieux testes sont decrits ci-apres (tableau 3). 
Les ampoules sont mises a congeler selon le protocole decrit dans I'exemple 1. A une date 

25 determines les ampoules sont decongelees selon le protocole decrit dans I'exemple 2, et la 
suspension cellulaire est transferee dans des flasks de culture 37°C, 5% C02. La viabilite 
cellulaire est determinee comme indique dans les Materiels et Methodes. Les resultats 
obtenus sont presentes dans les tableaux 4-10 suivants. lis montrent clairement un 
pourcentage de viabilite eleve en presence d'un milieu de Tinvention. Ainsi, plus de 70% de 

30 cellules sont viables pour certains milieux de Tinvention. D'une maniere generate, la viabilite 
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cellulaire est toujours superieure a 50%. II est a noter qu'aucun composant seul des milieux 
de Tinvention ne permet d'obtenir une stabilite superieure a 25%. 

Un controle de viabilite et de reprise en culture a ete effectue sur des lots apres 7 
mois de congelation. Ainsi, 4 ampoules de cellules congelees dans une solution de Plasmion 
5 67% / HSA 33% (voir exemple 1) ont ete decongelees apres 7 mois, selon le protocole de 
l'exemple 2. Les quatre ampoules ont ete mises en culture dans un flacon de 75 cm2. La 
viabilite et la reprise enculture ont ete determinees et sont reponees dans le Tableau 11. 

Ces resultats montrent un pourcentage de viabilite eleve, et une bonne reprise en 
culture des cellules. Les cellules presentent une adherence nonmale et un aspect refringent 
10 normal. Les passages PI et P2 (175 cm2) se sont effectues dans des conditions nonmales de 
culture. 

Exemple 4 : Amelioration de la reprise en culture 

Afin d'etudier la reprise en culture des cellules traitees selon Tinvention, des tests ont 
ete effectues sur differents milieux supplements par des agents de stabilite cellulaire, et 
1 5 enparticulier par diff erentes concentrations de glycerol. 

4.1. Preparation des milieux: 

Une est preparee selon le protocole decrit ci-avant, puis le glycerol est ensuite ajoute 
aux concentrations indiquees dans le tableau ci-dessous, ou, a titre de temoin, du DMSO. 
Brievement, pour un volume de 10ml d'un milieu de congelation a 67% de plasmion, 33% 
20 de HSA et 2,5% de glycerol, les concentrations en volumes des composants sont : 
milieu HSA/plasmion : 9,75 ml 
Glycerol : 0,25ml soit 0 t 321g de glycerol 
10ml de milieu HSA/Plasmion 6,7ml de plasmion 
9,75ml de milieu HSA/Plasmion -» 6,53ml de plasmion 
25 10ml de milieu HSA/Plasmion 3,3ml de HSA 

9,75ml de milieu HSA/Plasmion -» 3,21 ml de HS 

Tableau 12 : Composition des milieux supplementes 
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MILIEUX Q:10ml 


TAT A O* flAVT 

PLASMION 


HSA 


DMSO 


GLYCEROL 




(ml) 

win/ 


(ml) 


(ml) 

Villi/ 


| m |\ 

uni; 


HP+5%DMSO 


6.3 


3.13 


0.5 




HP+2,5%DMSO 


6.53 


3.21 


0.25 




HP+l%DMSO 


6.63 


3.26 


0.1 




HP+10%GLYCEROL 


6.03 


2,97 




1 d.25g) 


HP+5%G LYCEROL 


6.3 


3.13 




0.5 (0.625g) 


HP+2,5%GLYCEROL 


6.53 


3.21 




0.25 <0.321g) 


HP+l%GLYCEROL 


6.63 


3.26 




0.1 (0.125e) 



4.2. Etude de la viabilite cellulaire 

La congelation a ete effectuee dans les conditions decrites dans l'exemple 1. Les 
resultats obtenus apres decongelation au jour 7 sont presentes dans le tableau 13. Us 
montrent que, en presence de glycerol dans une proportion inferieure a environ 5%, la 
viabilite cellulaire moyenne observee apres decongelation est superieure a 70%. En 
particulier, une viabilite moyenne de 84% est observee en presence de 1% de glycerol. 

4.3. Etude de la reprise en culture 

La reprise en culture est une variable caracterisant 1'etat de cellules proliferatives 
apres decongelation. Elle est estimee dans cet exemple par le temps necessaire aux cellules 
pour arteindre la confluence. Pour determiner ce parametre, apres decongelation, la 
concentration cellulaire est ajustee entre 2.510 5 et 3,510 5 C/ml, puis les cellules sont 
maintenues en culture. Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau 14. lis montrent 
que la reprise en culture se fait plus rapidement lorsque les cellules ont ete conservees dans 
un milieu supplement^ de glycerol (3,5 a 4 jours) que dans un milieu sans glycerol (4 a 5 
jours). Ces resultats montrent egalement que l'agent de stabilite cellulaire est 
avantageusement introduit a raison de 0.5 a 2,5%. 

Exemple 5 : Essais de congelation programmee 

Des essais de congelation programmee ont ete realises afin de determiner si un 
meilleur controle des oarametres de congelation pouvait influencer la qualite du materiel 
biologique. En particulier, un protocole de congelation permettant d'eviter la surfusion du 
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milieu a ete teste. Pour ce faire, des essais de congelation assistes par un congelateur a 
azote liquide Kryosave planer de chez Flobio ont ete effectues, en comparaison avec des 
essais de congelation a I'alcool (isopropanol) selon Texemple 1. La congelation est effectuee 
dans un milieu de congelation a 67% de plasmion, 33% de HSA et 2,5% ou 1% de glycerol. 
5 L'interet de ce systeme est de realiser une congelation rapide des cellules (ou du materiel), 
et vine descente en temperature des cellules et du milieu controlee, ce qui permet d'eviter le 
point de fusion de tout milieu congele. Pour cela, le point de fusion est prealablement 
determine en regardant, lors d'une congelation a I'alcool, sa situation en temperature et dans 
le temps. Dans cet exemple, la temperature a ete abaissee a -40°C pendant 10 minutes a 
10 partir de -8°C, car le point de fusion pour le materiel utilise se trouvait a ce niveau et le 
milieu remontait vers 0°C Apres decongelation au jour 7, la viabilite cellulaire et la reprise 
en culture au bout de 24 heures sont determinees. Les resultats obtenus sont presentes dans 
les tableaux 15 et 16. 

Ces resultats montrent clairement une viabilite cellulaire elevee, dans tous les 
15 schemas et milieux de congelation de l'invention testes. En outre, ils montrent une bonne 
reprise en culture des cellules, en particulier pour des milieux comportant 1% de glycerol. 
Dans ce cas en effet, un rendement superieur a 70% est observe, 24 heures apres 
decongelation. Par ailleurs, dans le cas d'une congelation programmee controlee (kryosave), 
la nappe cellulaire observee au bout de 24 heures est belle et un nombre tres limite de 
20 cellules mortes apparait 
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Tableau 3 : Composition et preparation des milieux 



Milieu 


Solution 
SAH 20% 


Plasmion 


g/1 
SAH 


eft 

Gelatine 


Rapport poid 
S/G 


Preparation 
(10 ml) 


10H/90P 


10%v 


90%v 


20 


27 


0.740 


1ml SAH 
9ml P 


20H/80P 


20%v 


80%v 


40 


27 


1.666 


2ml SAH 
8ml P 


30H/70P 


30%v 


70%v 


60 


21 


2.857 


3ml SAH 
7ml P 


40H/60P 


40%v 


60%v 


80 


18 


4.444 


4ml SAH 
6ml P 


50H/50P 


50%v 


50%v 


100 


15 


6.666 


5ml SAH 
5ml P 


60H/40P 


60%v 


40%v 


120 


12 


10 


6ml SAH 
4ml P 


70H/30P 


70%v 


30%v 


140 


9 


15.555 


7ml SAH 
3ml P 


80H/20P 


80%v 


20%v 


160 


6 


26.666 


8ml SAH 
2ml P 


90H/10P 


90%v 


10%v 


180 


3 


60 


9ml SAH 
lmlP 
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5 IshisSiLli Experience #1 - Decollation 



Milieu de 
Congelation 



50H/50P 



33H/67P 



H/P + Glycine 5% 
H/P + Glycine 1% 



% de viabilite a la 
decongelation 



76.2 



65.9 
55.1 



aujour 6 

Nombre de cellul 
par ampoule (* JO 7 



0.69 



63.2 
55.6 



0.69 



0.76 



0.21 
0.25 



Culture 



Oui 



Oui 



Oui 



Oui 
Oui 
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Tableau 6 : Experience #2 - Decongelation au jour XX 



Milieu de 


% de viabilite a la 


Nombre de cellules 


Culture 


Congelation 


decongelation 


par ampoule (*10 6 ) 




67H/33P 


55.2 


10.4 


Oui 




43.2 


13.2 


Oui 


50H/50P 


60.9 


28.8 


Oui 




63.7 


26 


Oui 




70.5 


12.1 


Oui 




71.7 


9 


Oui 


33H/67P 


73.5 


12.8 


Oui 




82 


8.55 


Oui 
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Tableau 7 : Experience #3 - Decongelation au jour 5 



Milieu de 
Congelation 


% de viabilite a la 
decongelation 


Nombre de cellules 
par ampoule (*10 7 ) 


Culture 


10H/90P 


nd 


nd 


nd 


20H/80P 


53.4 


1.10 


Oui 


30H/70P 


54.4 


0.86 


Oui 


40H/60P 


53.5 


1.29 


Oui 


50H/50P 


46.3 


1.00 


Oui 


60H/40P 


48 


1.13 


Oui 


70H/30P 


nd 


nd 


nd 


80H/20P 


59.2 


1.14 


Oui 


90H/20P 


61.7 


0.90 


Oui 
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Tableau 8 : Experience #3 - Decongelation au jour 13 



Milieu de 
Congelation 


% de viabilite a la 
decongelation 


Nombre de cellules 
par ampoule (*10 ) 


Culture 


10H/90P 


49.2 


0.94 


Oui 


20H/80P 


54.5 


1.12 


Oui 


30H/70P 


nd 


nd 


nd 


40H/60P 


50.6 


1.20 


Oui 


50H/50P 


58 


0.73 


Oui 


60H/40P 


49.4 


1.20 


Oui 


70H/30P 


54.8 


0.90 


Oui 


80H/20P 


64.7 


0.99 


Oui 


90H/20P 


50 


0.79 


Oui 
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Tableau 9 : Experience #4 - Decongelation au jour 8 



Milieu de 
Congelation 


% de viabilite a la 
decongelation 


Nombre de cellules 
par ampoule (*10 7 ) 


Culture 


50H/50P 


61.8 


0.83 


Oui 


30H/70P 


68 


0.75 


Oui 


70H/30P 


59.2 


0.74 


Oui 


100P 


21.9 


0.96 


Non 



Tableau 10 : Experience #4 - Decongelation au jour 19 



Milieu de 
Congelation 


% de viabilite a la 
decongelation 


Nombre de cellules 
par ampoule (*10 7 ) 


Culture 


50H/50P 


77.3 


0.66 


Oui 


30H/70P 


61.2 


.735 


Oui 


70H/30P 


62.7 


0.85 


Oui 


100P 


6.5 


0.69 


Non 
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Tableau 1 1 : Viabilite et reprise en culture apres decongelation a 7 mois. 







Nbre total 


Nbre de 


Cellules 


Cellules 


Cellules 


Rdt 




viabilite 


de cellules 


cellules 


adherentes 


adherentes 


adherentes 


24h 








vivantes 


24h 


72h 


120h 














PI 


P2 




Amp. 1 


79,8% 


3,13 10 7 


2,5 10 7 


1,36 10 7 






54,4% 


Amp. 2 


74,5% 


3,1 10 7 


2,31 10 7 




1,66 10 7 


3,48 10 7 




Amp. 3 


79% 


2,72 10 7 


2,17 10 7 


1,35 10 7 






62,2% 


Amp. 4 


76,6% 


3,25 10 7 


2,49 10' 


NA 


NA 


NA 
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Tableau 13 : Milieux supplements de glycerol 




Tableau 14 : Etude de la reprise en culture 





Confluence 1 
75crn 2 


Confluence 2 1 Confluence 3 

75cm 2 25rm 2 


HP +10% Glycerol 

HP + 5% Glycerol 
HP + 2.5% Glvcernl 
HP + 1% Glycerol 

HP 


pas de 
repiquage 
4 
4 
4 

5 


pas de 
repiquape 

4 1 

4 

4 

5 


pas de 
repiquape 
3,5 
3.5 
3.5 

4 
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Tableau 15 : Essais de congelatii 



ion programmee en milieu HP+l%GiyceroI 




T?t>1 ^" 16 : Essais de congelation programmee 



en milieu HP+2,5%Glycerol 
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REVENDICATIONS 

1. Milieu de conservation et/ou de congelation de materiel biologique comprenant une 
solution saline, de la gelatine fluide modifiee et de la serum albumine humaine. 

2. Milieu selon la revendication 1 caracterise en ce que la solution saline est une solution 
5 saline isotonique avec le plasma. 

3. Milieu selon la revendication 2 caracterise en ce que la solution saline comprend du 
chlorure de sodium, du chlorure de potassium, du chlorure de magnesium et du lactate de 
sodium. 

4. Milieu selon la revendication 3 caracterise en ce que la solution saline comprend 2 a 5 g/1 
10 de chlorure de sodium, 0.05 a 0.5 g/1 de chlorure de potassium, 0.05 a 0.2 g/1 de chlorure de 

magnesium et 0.5 a 4 g/1 de lactate de sodium. 

5. Milieu selon la revendication 2 caracterise en ce que la solution saline comprend du 
chlorure de sodium, du chlorure de potassium, du chlorure de calcium et du lactate de 
sodium. 

15 6. Milieu selon la revendication 5 caracterise en ce que la solution saline est du Ringer 
lactate. 

7. Milieu selon la revendication 1 caracterise en ce que la gelatine fluide modifiee est un 
produit d'hydrolyse du collagene modifie chimiquement, compatible avec une utilisation 
pharmaceutique. 

20 8. Milieu selon la revendication 7 caracterise en ce que la gelatine fluide modifiee a un poids 
moleculaire moyen compris entre 10 kD et 100 kD et, plus preferentiellement, entre 15 kD 
et 40 kD. 

9. Milieu selon la revendication 8 caracterise en ce que le produit d'hydrolyse est modifie 
par reaction avec T anhydride succinique, citraconique, itaconique, aconitique ou maleique. 
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10. Milieu cie congelation et/ou de conservation de materiel biologique comprenant du 
plasmion et de la serumalbumine humaine. 

] 1. Milieu selon Tune des revendications 1 a 10 caracterise en ce que la serum-albumine 
humaine est d* engine plasmatique. 

5 12. Milieu selon l'une quelconque des revendications precedentes caracterise en ce que le 
rapport en poids serum-albumine humaine/gelatine est comprisentre 0.5 et 100. 

13. Milieu selon hi revendication 12 caracterise en ce que rapport en poids serum-albumine 
humaine/gelatine est compris entre 0.74 et 60. 

14. Milieu selon la revendication 12 caracterise en ce que le rapport en poids serum- 
10 albuminc humaine/gelatine est egal a 0.74, 1.66, 3.3, 6.66, 13.4, 26.66 ou 60. 

15. Milieu selon Tune quelconque des revendications precedentes caracterise en ce qu'il 
comprend en outre entre 0.5 et 5% en poids d'un agent de stabilite cellulaire biocompatible, 
choisi de preference parmi la glycine, le glycerol, le saccharose ou le glucose. 

16. Composition comprenant une population de cellules genetiquement modifiees et du 
15 milieu selon l'une quelconque des revendications 1 a 15. 

17. Composition comprenant une population de cellules sanguines et du milieu selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 15. 

18. Composition comprenant des plaquettes et du milieu selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 15. 

20 19. Composition comprenant une population de cellules de la moelle osseuse et du milieu 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 15. 

20. Composition comprenant des panicules virales et du milieu selon Tune quelconque des 

revendications ; a 15. 
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21. Compel se,o„ la revendicatj0 „ „ CMcier . ^ ^ ^ ^ ^ 
des particules virales recombinantes defectives. 

22. Composiuon comprint „„e population * ^ 

du m ,I,eu S elon.W < ,ue.con q „ede Sre ve n dica,i OTS ) 1I5 . "rates e, 

5 23. Milieu selon 1W aue,co„ q ues des revendications „ , 5 caractertse e„ ce ou'il pe u , etre 
injectedansunorganisme. 4 u »peutetre 

24. Composition utilisable pour ladminis^on de materiel bio,ogi q „e comprenan, ,edi, 
matenel b,ologi q ue. du plasmion e, de la serum-albumine humaine. 

25 Precede de stockage de rnaterie! bi„,ogi q „e caracul en ce q „e led,, tnaterie, 
10 b,ologique est m,s en presence d'un milieu selon ia revendicadon 1. 

26. Precede selon ,a revendication 25 caraaense « ce q „e ledi, materie! bio,ogi q „ e es, mis 
en presence de plasmion et de serum-albumine humaine. 

27 Precede seta ,a revendicador, 25 on 26 carac.er.se en ce qu e la ccposidon resu,tam 

ae la mise en contact est congelee. 

15 28. Precede selon ,a revendicadon 27 caraaense en ce q „e ,e pource„ Kg e de cellufes 
vables apres congelation et decongelation es. superieur ou egal a 50% 

29. Precede selon ,a revendicadon 28 caraaense en ce „„e ,e poureentage de cellules 
viable* apres congelation et decongelation est superieur ou egal a 60% 

30 ProcSde selon ,a revendicadon 29 caracteriseen ce q „e le poundage de cellules viables 
apres congelation el decongelation est superieur ou egal a 70% 
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